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ABSTRAK 
 
Amoksisilin adalah antibiotik yang paling banyak digunakan di Indonesia, 
namun antibiotik ini telah mengalami resistensi terhadap bakteri salah satunya adalah 
bakteri Escherichia coli. Resistensi dapat diatasi salah satunya dengan 
pengombinasian antibiotik dengan bahan alam yang dipercaya memiliki aktivitas 
sebagai antibakteri. Salah satu tanaman yan memiliki aktivitas antibakteri yaitu daun 
singkong (Manihot esculenta Crantz). Tujuan dari penelitian ini adalah untuk 
mengetahui aktivitas antibakteri rutin daun singkong (Manihot esculenta Crantz) 
dengan amoksisilin terhadap bakteri Escherichia coli. Metode yang digunakan adalah 
metode difusi cakram Kirby-Bauer. Uji yang dilakukan meliput determinasi tanaman, 
sterilisasi alat, pembuatan media, pembuatan inokulum bakteri, pembuatan larutan 
seri konsentrasi, dan penentuan nilai Minimum Inhibitory Concentration (MIC). Hasil 
MIC isolat rutin daun singkong (Manihot esculenta Crantz) terhadap bakteri 
Escherichia coli yaitu konsentrasi sebesar 5 ppm. Hasil MIC amoksisilin terhadap 
bakteri Escherichia coli yaitu konsentrasi sebesar 0,0039 mg/mL.  
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ABSTRACT 
 
Amoxicillin is the most widely used antibiotic in Indonesia, but this antibiotic 
has undergone resistance to bacteria, one of which is bacterial Escherichia coli. 
Resistance can  be overcome, one of which is by combining antibiotics with plants 
which are believed to have antibacterial activity. One of the plants that has an 
antibacterial activity, namely cassava leaves (Manihot esculenta Crantz). The purpose 
of this study was to determine the routine antibacterial activity of cassava leaves 
(Manihot esculenta Crantz) with amoxicillin against Escherichia coli bacteria. The 
method used is the Kirby-Bauer disk diffusion method. Tests carried out covered 
plant determination, tool sterilization, media making, making bacterial inoculum, 
making concentration series solutions, and determining the value of Minimum 
Inhibitory Concentration (MIC). The MIC results of routine isolates of cassava leaves 
(Manihot esculenta Crantz) against Escherichia coli bacteria were concentrations of 5 
ppm. The results of Amoxicillin MIC against Escherichia coli bacteria were 
concentrations of 0.0039 mg / mL. 
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Pendahuluan    
Tanaman yang berpotensi memiliki aktivitas antibakteri salah satunya yaitu 
daun singkong (Manihot esculenta Crantz). Kandungan kimia dari daun singkong 
antara lain flavonoid, saponin, tanin, dan rutin yang berperan sebagai antibakteri. (1) 
Rutin merupakan turunan senyawa bioaktif flavonoid yang terkandung didalam 
tanaman ubi kayu (Manihot esculenta Crantz).(2) Penelitan sebelumnya menunjukkan 
bahwa rutin dapat memiliki aktivitas sebagai antibakteri terhadap Escherichia coli. 
Penelitian yang dilakukan oleh Hendra et al tahun 2011 menyebutkan bahwa rutin 
yang diambil dari ekstrak biji Phaleria Macrocarpa yang berperan penting dalam 
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli. (3) 
Senyawa rutin yang terdapat didalam daun singkong adalah senyawa fenolik 
utama yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri yang dapat menghambat bakteri 
Escherichia coli. (4) Penelitian ini menggunakan metode difusi padat cara Kirby Bauer 
mengunakan medium Mueller Hinton Agar (MHA). Berdasarkan alasan tersebut, 
penelitian ini bertujuan untuk melihat apakah didapat nilai MIC dari rutin daun 
singkong dan amoksisilin dalam mengambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli.  
Metode Penelitian  
Alat  
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat gelas (pyrex® 
Iwaki), alumunium foil, autoklaf (All American Model No. 75X), botol vial, buchner 
(Iwaki), cottonbeud (cusson), chamber  (Iwaki), inkubator (Mammert®), jangka 
sorong (Vernier Caliper), jarum ose, lemari pendingin (Sharp®), Laminar Air Flow 
(MINIHELIC®II), mikropipet (Ranin®), oven (Mammert®), perforator (Joyko), 
pembakar bunsen (Iwaki), petri plastik  (Abware), pinset (Venus), Spektrofotometri 
UV-Vis, timbangan analitik (BEL model M254Ai), tip, vacuum rotary evaporator 
(Rotavapor® II BUCHI), vortex (Thermolyne Model M37610-33), wadah plastik, 
water bath (Mammert). 
 
 
Bahan 
Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah amoksisilin 
(Shadhong Bio-Technologi), akuades, aqua pro injeksi, daun singkong (Jalan 
Perdamaian Ujung), etanol 96% (Brataco), larutan DMSO 20% (Merck), larutan 
NaCL 0,9% (Otsu-Ns), Mueller Hinton Agar , metanol PA (Merck). 
Sterilisasi Alat dan Bahan 
Sterilisasi alat dan bahan menggunakan alat oven dan autoklaf. Alat-alat gelas 
seperti beaker glass, cawan petri, erlenmeyer, gelas ukur, tabung reaksi dan bahan-
bahan disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C tekanan 15 psi (per square 
inch) selama 15 menit, sedangkan alat-alat lainnya seperti sendok stainles, disterilkan 
menggunakan oven pada suhu 170°C selama 1 jam.(5) 
Pembuatan Mueller Hinton Agar ( MHA ) 
Media yang digunakan adalah media MHA sebanyak 10 gram yang dilarutkan 
dengan akuades sebanyak 250 mL didalam erlenmeyer, kemudian dipanaskan di 
water bath pada suhu 25OC sampai larut dengan menggunakan magnetic stirrer. 
Setelah itu disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit.(6) 
Peremajaan Bakteri Esherichia coli 
 Bakteri Esherichia coli yang berasal dari kultur stok digoreskan secara aseptis 
menggunakan jarum ose pada media MHA lalu diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 
jam. 
Pembuatan Larutan Mc Farland 3  
Larutan Mc Farland 3 dibuat dengan cara mencampurkan larutan H2SO4 1% 
sebanyak 9,7 mL dan larutan BaCL2 1% sebanyak 0,3 mL, selanjutnya 
dihomogenkan menggunakan vortex. Larutan Mc Farland 3 setara dengan jumlah 
pertumbuhan 9×108  sel bakteri per mL. 
Pembuatan Inokulum Bakteri Esherichia coli 
Koloni Esherichia coli diambil menggunakan kawat ose steril lalu  
disuspensikan ke dalam 10 mL larutan NaCL 0,9% steril sampai diperoleh 
kekeruhan. Kekeruhan yang diperoleh kemudian disetarakan dengan larutan standar 
Mc Farland 3. Jika kekeruhan telah setara maka suspensi bakteri dapat digunakan 
sebagai bakteri uji.(7) 
Pembuatan Cakram Kertas 
Cakram kertas dibuat dari kertas saring whatmann yang dibentuk menjadi 
cakram dengan diameter 6 mm dengan menggunakan perforator.(7) 
Pembuatan Larutan Seri Konsentrasi 
Larutan Seri Konsentrasi Rutin Daun Singkong 
 Larutan seri konsentrasi isolat rutin daun singkong berasal dari larutan stok 
1000 ppm. Larutan stok 1000 ppm dibuat dengan cara menimbang rutin daun 
singkong sebanyak 50 mg isolat rutin, dilarutkan dalam 10 mL Dimethyl sulfoxide 
(DMSO) 20% dan ditambahkan 50 mL metanol. Setelah itu dibuat seri konsentrasi  
berdasarkan nilai MIC terhadap bakteri Escherichia coli, yaitu 10; 6; 5; 4; 3, dan 2 
ppm, kemudian dimasukan kedalam botol vial yang sudah steril dan masing-masing 
konsentrasi kemudian ditambahkan dengan aqua pro injeksi tepat 10 mL.  
Larutan Seri Konsentrasi Amoksisilin 
Pembuatan larutan seri konsentrasi dibuat 1000 ppm. Dibuat dengan cara 
ditimbang amoksisilin sebanyak 10 mg dilarutkan dalam 2 ml DMSO 20% dan 
ditambah aqua pro injeksi tepat 10 mL dan kemudian di vortex hingga larut. Setelah 
itu dibuat variasi konsentrasi 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,0312 mg/mL. 
Larutan amoksisilin konsentrasi 0,5 mg/mL dibuat dengan dipipet 2,5 mL dari 
larutan stok 1000 ppm, lalu ditambahkan aqua pro injeksi hingga tanda batas di 
dalam labu ukur 5 mL, homogenkan. Larutan amoksisilin konsentrasi 0,25 mg/mL 
dibuat dengan dipipet 2,5 mL dari larutan 0,5 mg/mL, lalu ditambahkan aqua pro 
injeksi hingga 5 mL, homogenkan. Larutan amoksisilin konsentrasi 0,125 mg/mL 
dibuat dengan dipipet 2,5 mL dari larutan 0,25 mg/mL, lalu ditambahkan aqua pro 
injeksi hingga 5 mL, homogenkan. Larutan amoksisilin konsentrasi 0,0625 mg/mL 
dibuat dengan dipipet 2,5 mL dari larutan konsentrasi 0,125 mg/mL, lalu 
ditambahkan aqua pro injeksi  hingga 5 mL, homogenkan. Larutan konsentrasi 
0,0312 mg/mL dibuat dengan dipipet 2,5 mL dari larutan konsentrasi 0,0625 mg/mL, 
lalu ditambahkan aqua pro injeksi  hingga 5 mL, homogenkan.  
Penentuan Nilai Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
Nilai MIC ditentukan menggunakan metode disc diffusion Kirby-Bauer. 
Penentuan MIC terhadap bakteri Escherichia coli yang dilakukan terdiri atas 
penentuan MIC rutin daun singkong dan penentuan amoksisilin. 
Hasil Dan Pembahasan 
Penentuan Nilai MIC (Minimum Inhibitory Concentration) 
MIC atau yang biasa disebut KHM (Konsentrasi Hambat Minimum) adalah 
konsentrasi terendah dari antibiotik yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri 
tertentu setelah inkubasi selama 24 jam. (8) Semakin kecil nilai MIC maka sensitifitas 
bakteri semakin besar. Antibiotik yang digunakan yaitu amoksisilin. Amoksisilin 
adalah antibiotik yang termasuk dalam kelas penisilin (antibiotik β-laktam), antibiotik 
ini memiliki spektrum luas terhadap bakteri Gram positif maupun Gram negatif. Pada 
penelitian ini dilakukan penentuan nilai MIC amoksisilin terhadap bakteri 
Escherichia coli. Zona hambat pada penentuan nilai MIC amoksisilin terhadap 
bakteri Escherichia coli dapat dilihat pada Gambar 1 .  
 
 
 
 
 
 
 
  
  
Gambar 1. Zona hambat amoksisilin terhadap bakteri Escherichia coli 
 Amoksisilin pada konsentrasi 0,25; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,0312; 0,0156; 
0,0078 dan 0,0039 mg/mL menghasilkan zona hambat secara berturut-turut sebesar 
15,70; 14,83; 10,80; 11,06; 9,73; 8,66; 0 dan 0 mm terhadap bakteri Escherichia coli. 
Hal tersebut menyebutkan bahwa MIC amoksisilin terhadap bakteri Escherichia coli 
yaitu pada konsentrasi 0.0039 mg/mL. Penelitian sebelumnya oleh Farica (2018) 
menyatakan bahwa MIC amoksisilin terhadap bakteri Escherichia coli yaitu pada 
konsentrasi 0,0156 mg/mL. (9) 
 Berdasarkan gambar diatas dapat dilihat bahwa peningkatan konsentrasi 
amoksisilin berbanding lurus terhadap peningkatan diameter zona hambat. Semakin 
kecil konsentrasi amoksisilin maka semakin kecil pula zona hambat yang dihasilkan. 
Nilai MIC amoksisilin terhadap bakteri Escherichia coli dapat disimpulkan bahwa 
dengan konsentrasi MIC sebesar 0,0039 mg/mL yang memiliki diameter zona hambat 
sebesar 8,66 mm. Menurut klasifikasi antibakteri oleh David and Stout (1971), daya 
antibakteri berdasarkan diameter zona hambat terbagi menjadi kategori sangat kuat 
(zona hambat ≥ 20 mm), kuat (zona hambat 10-20 mm), sedang (zona hambat 5-10 
mm) dan lemah (zona hambat ≤ 5 mm). (10) Diameter zona hambat yang didapat 
dalam penelitian ini termasuk dalam kategori sedang. Berdasarkan data yang didapat 
diketahui bahwa ada perbedaan nilai MIC yang dihasilkan pada penelitian ini dengan 
MIC pada penelitian sebelumnya. Hal tersebut dikarenakan beberapa faktor yang 
berpengaruh terhadap diameter zona hambat yang dihasilkan diantaranya kekentalan 
media agar dan sensitivitas bakteri. 
Pada penelitian ini dilakukan penentuan nilai MIC isolat rutin daun singkong 
terhadap bakteri Escherichia coli. Dimana isolat rutin daun singkong termasuk 
senyawa flavonoid yang memiliki aktivitas antibakteri. Isolat rutin mempunyai 
kelarutan yang sukar larut dalam air sehingga diperlukan DMSO 20% untuk 
meningkatkan kelarutan isolat rutin daun singkong. Penggunaan DMSO sebagai 
pelarut dikarenakan DMSO tidak memiliki aktivitas antibakteri. Isolat rutin daun 
singkong termasuk senyawa flavonoid yang memiliki aktivitas sebagai antibakteri. 
Flavonoid diketahui memiliki aktivitas sebagai antibakteri karena dapat menyebabkan 
denaturasi protein sel bakteri dengan cara memanfaatkan perbedaan polaritas antara 
lipid penyusun sel bakteri dengan gugus alkohol pada flavonoid, sehingga dinding sel 
bakteri akan rusak dan segera mengalami penguraian yang diikuti dengan penetrasi ke 
dalam sel bakteri dan menyebabkan denaturasi protein sehingga membran sel bakteri 
mengalami lisis.(11) Zona hambat pada penentuan nilai MIC isolat rutin daun singkong 
terhadap Escherichia coli dapat dilihat pada Gambar 2.  
 
Gambar 2. Zona hambat rutin terhadap bakteri Escherichia coli 
Isolat rutin daun singkong pada konsentrasi 10; 6; 5; 4 dan 3 ppm, 
menghasilkan zona hambat secara berturut-turut sebesar 8,16; 7,4; 7; 0 dan 0 mm 
terhadap bakteri Escherichia coli. Hal ini menunjukkan bahwa MIC Isolat rutin daun 
singkong terhadap Escherichia coli yaitu konsentrasi 5 ppm. Nilai MIC isolat rutin 
daun singkong terhadap bakteri Escherichia coli dapat disimpulkan bahwa nilai MIC 
isolat rutin daun singkong terhadap bakteri Escherichia coli dengan konsentrasi MIC 
sebesar 5 ppm yang memiliki diameter zona hambat yaitu sebesar 7 mm. Dimana 
bakteri Escherichia coli yang merupakan bakteri Gram negatif memiliki kandungan 
lipid yang lebih tinggi dibandingkan dengan bakteri Gram positif. Bakteri Gram 
negatif menghasilkan lendir untuk melindungi selnya dari senyawa yang 
merugikannya, sehinggga zona hambat yang dihasilkan tidak terlalu bening.   
Menurut klasifikasi antibakteri oleh David and Stout (1971), diameter zona hambat 
tersebut termasuk dalam kategori sedang.(10)  
Kesimpulan 
1. Isolat rutin daun singkong (Manihot esculenta Crantz) dapat 
menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli, yaitu dengan nilai 
MIC sebesar 5 ppm dengan zona hambat yaitu 7 mm. 
2. Amoksisilin dapat menghambat pertumbuhan bakteri Escherichia coli, 
yaitu dengan nilai MIC sebesar 0,0039 mg/mL dengan zona hambat yaitu 
8,66 mm. 
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